Estudo in vitro da citocompatibilidade do Pool de BMP conjugado a hidroxiapatita utilizado como osseoindutor by Viana, Renata Igarasi
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 





ESTUDO IN VITRO DA CITOCOMPATIBILIDADE DO POOL 









AUTOR:   RENATA IGARASI VIANA 
ORIENTADOR: PROF. DR. JOSÉ MAURO GRANJEIRO 
Dissertação de mestrado apresentada ao Instituto de 
Biologia como parte dos requisitos exigidos para obtenção 
do título de Mestre em Biologia Molecular e Fisiológica. 
 
 
CAMPINAS – 2003 


















Este trabalho foi realizado no Laboratório de Toxicologia Celular e 
Molecular, do Departamento de Bioquímica, Instituto de Biologia, da 
















DEDICO ESTE TRABALHO À MINHA FAMÍLIA: MEUS PAIS 
CLÁUDIA E EDSON, MINHAS IRMÃS REGINA E ROSANA 
SEMPRE PRESENTES INCONDICIONALMENTE E AO MEU 
QUERIDO AMOR LEANDRO PELOS MEUS MELHORES 




Ao Prof. José Mauro Granjeiro por ter acreditado e confiado em mim 
mesmo nas situações mais adversas e pelo otimismo e o alto astral 
transmitidos nos momentos mais difíceis. 
À Prof ª. Maria Edwiges Hoffman e toda sua equipe, Cláudia, Denise, 
Maribel, Neusinha que me receberam no laboratório e que me ajudaram 
incondicionalmente. Obrigada também pelos momentos de descontração e 
pelo apoio em situações difíceis. 
Ao Prof. Hiroshi Aoyama, à Prof ª. Carmen Veríssimo e a todos do 
Laboratório de Enzimologia pela amizade e pela força sempre presentes. 
À Prof ª. Mari Cleide Sogayar pela amável ajuda sempre que solicitada 
e pelo suporte técnico. 
À Prof ª. Márcia M. Marques pela gentileza de nos fornecer a linhagem 
celular utilizada neste estudo. 
Ao Leandro, meu grande companheiro de todos os momentos, que 
pacientemente me acompanhou em vários finais de semana na realização de 
meus experimentos, que foi essencial para a realização das fotos no MEV, 
pelo apoio e compreensão fundamentais para a conclusão deste trabalho e 
principalmente por me fazer imensamente feliz.  
Aos meus pais Cláudia e Edson, às minhas irmãs Regina e Rosana ao 
meu quase irmão André que sempre me apoiaram nas minhas decisões e 
fazem a minha vida mais feliz. 
 v
Às minhas grandes amigas: Grá, Flá, Dani (Morena) e Dani (Loira) que 
me acompanham desde a graduação compartilhando todos os momentos de 
alegria e também os mais complicados. 
A Esther, que sempre gentilmente me ajudou na realização dos 
experimentos e pela amizade compartilhada no dia-dia essencial para o bom 
andamento deste trabalho. 
À Prof ª. Lucila Cescato pela gentileza de permitir a realização das 
fotos de microscopia eletrônica em seu laboratório. 
Aos Professores e aos Funcionários do Departamento de Bioquímica 
pelo suporte técnico, intelectual e pela disponibilidade para realização deste 
trabalho.  
A CAPEs pelo suporte financeiro. 


































O desenvolvimento de biomateriais como substitutos de ossos em 
terapias onde há perda óssea tem sido alvo de intensas pesquisas, 
particularmente no campo de proteínas osteoindutoras, como as proteínas 
morfogenéticas do osso (BMP). A seqüência de aminoácidos destas proteínas 
é altamente conservada em mamíferos. O uso terapêutico de BMPs requer a 
presença de carreadores para um melhor efeito biológico, desta maneira 
colágeno, sulfato de cálcio e hidroxiapatita têm sido comumente utilizados 
com este propósito. No Brasil, está comercialmente disponível um pool de 
BMPs de origem bovina adsorvidas a hidroxiapatita absorvível (Baumer S.A., 
Gen-Pro®). O objetivo do presente trabalho foi investigar a citotoxicidade e a 
biocompatibilidade do Gen-Pro® em cultura de fibroblastos de gengiva 
humana (FMM1). As células cresceram em superfícies cobertas ou não 
(controle) com colágeno e colágeno adicionado de Gen-Pro®. A viabilidade 
celular foi analisada utilizando os seguintes parâmetros: contagem do número 
de células, conteúdo de DNA, redução de tetrazolium (MTT), captação do 
vermelho neutro e ultra-estrutura através da microscopia eletrônica de 
varredura. A viabilidade e proliferação celular não foram afetadas até a 
concentração de 1mg/mL de Gen-Pro® (p > 0,05, Análise de Variância, teste 
de Tukey). A análise das fotomicrografias eletrônicas mostrou o crescimento 
celular em íntimo contato com o material e que interações célula-célula e 
célula-material podem ser obtidas sem a ocorrência de morte celular. Portanto, 
nossos resultados mostram que, nas concentrações indicadas para uso clínico, 
a Gen-Pro® não tem efeito citotóxico permitindo a proliferação celular. 
 viii 
ABSTRACT 
The development of bone replacing biomaterials for bone loss therapies 
has been subject of intensive research, particularly in the field of 
osteoinductive proteins, as bone morphogenetic proteins (BMP). BMPs amino 
acid sequence is very highly conserved in mammals. The therapeutic use of 
these proteins demands carriers to improve their biological effects, and 
collagen, calcium sulfate and hydroxyapatite have been used for this purpose. 
In Brazil, a purified bovine pool of BMPs is commercially available adsorbed 
to absorbable hydroxyapatite (Baumer S.A., Gen-Pro®). Our goal was to 
investigate the cytotoxicity and cytocompatibility of Gen-Pro using human 
gingival fibroblasts (FMM1 cells). The cells were grown on surfaces (control 
roups) covered either by collagen or collagen plus Gen-Pro®. Scanning 
electron microscopy, growth and cell viability curves were obtained. Four 
independent endpoints assays for cytotoxicity were used, namely, cell number, 
the DNA content, tetrazolium reduction (MTT) and neutral red uptake (NRU). 
At 1mg/mL Gen-Pro, cellular viability and proliferation were not affected 
(statistical analysis: ANOVA, Tukey's pairwise comparisons). Microscopic 
analysis showed that cells grew in close contact with the materials and cell-
cell and cell-materials interaction could be seen with no sign of cell death. In 
conclusion, our results showed that Gen-Pro has no cytotoxic effect, 
supporting cell proliferation, showing potential and relevant physical and 
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A(*): absorbância no comprimento de onda (nm) especificado: (*) 
BMP: “bone morphogenetic protein” (proteína morfogenética óssea) 
BMP-HA: BMP associada à hidroxiapatita 
rhBMP: BMP recombinante humana 
CVN: captação de vermelho neutro 
DMEM: meio de Eagle modificado por Dulbecco 
EDTA: sal dissódico de ácido etilenodiamino tetraacético 
FMM1: fibroblasto de gengiva mastigatória humana 
FGF: fator de crescimento de fibroblasto 
FOB-USP: Faculdade de Odontologia de Bauru/Universidade de São Paulo 
FOSP-USP: Faculdade de Odontologia de São Paulo 
HA: hidroxiapatita 
HMDS: hexametildisilazane 
ISO:  International Standards Organization  
MTT: brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-difeniltetrazólio 
MEV: microscopia eletrônica de varredura 
PBS-A: solução salina tamponada com fosfato 
 xi 
PBS-Ca+2: solução salina tamponada com fosfato, acrescida de cálcio 
SFB: soro fetal bovino 
TCA: ácido tricloroacético 
TGF-β: fator de crescimento transformante beta 
VM: vermelho neutro (2-amino-3-metil-7dimetil-amino-cloreto de fenazina) 
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1 – INTRODUÇÃO: 
A terapia de perdas ósseas consiste hoje em um grande desafio à 
clínica médica e odontológica. O enxerto autógeno (450.000 procedimentos 
realizados em 2000 nos EUA) (Service, 2000) é comumente  empregado, mas 
promove alta morbidade, custo e, muitas vezes, resultados imprevisíveis. 
O desenvolvimento da genômica e do proteôma tem lançado novas 
luzes sobre a questão, e a descoberta de fatores de crescimento controlando ou 
induzindo a osteogênese vem mostrando-se como uma interessante alternativa 
terapêutica. Embora de aparência estática, o osso é um tecido extremamente 
dinâmico e complexo onde osteoblastos e osteoclastos, numa harmoniosa 
cooperação garantem o crescimento e equilíbrio de íons. Morfogenes e seus 
produtos, como as proteínas morfogenéticas ósseas (BMP) interferem com 
esse equilíbrio favorecendo a aposição de osso novo. É por esta razão que 
diversas empresas têm buscado utilizar BMPs, naturais ou recombinantes, 
como elemento terapêutico. Isto impõem a necessidade de avaliar estes 
materiais quanto à sua citotoxicidade, biocompatibilidade e efeito biológico.   
1.1) Biologia do tecido ósseo   
O tecido ósseo é o mais resistente e rígido do corpo humano, dá 
suporte e proteção aos órgãos e a toda musculatura. Além dessas funções é um 
depósito de cálcio, fosfato e outros íons, armazenando-os ou liberando-os de 
maneira controlada para manter constante sua concentração nos líquidos 
corporais, como sangue e linfa, (Junqueira e Carneiro, 1997). 
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A matriz óssea é constituída de duas porções distintas: inorgânica e 
orgânica. A parte inorgânica corresponde à cerca de 50% do peso da matriz 
óssea e contém entre outros fosfato, cálcio, bicarbonato, magnésio, potássio e 
sódio. Os íons cálcio e fosfato organizam-se em cristais de hidroxiapatita, 
Ca10(PO4)6(OH)2, sendo este composto o mais abundante da fração inorgânica. 
A organização destes cristais junto às fibras de colágeno propicia uma camada 
de água e íons em volta do cristal, denominada camada de hidratação, o que 
facilita a troca de íons entre o cristal e o líquido intersticial. 
A fração orgânica é formada por fibras colágenas (95%) constituídas 
de colágeno do tipo I e pequenas quantidades de substância fundamental 
amorfa que contém agregados de proteoglicanas e glicoproteínas tais como 
osteocalcina e sialoproteínas. A associação de hidroxiapatita com fibras 
colágenas é responsável pela dureza e resistência característica do tecido 
ósseo. Após a remoção do cálcio, os ossos mantêm sua forma intacta, porém 
tornam-se tão flexíveis quanto os tendões. A destruição da parte orgânica, 
calcinação, por exemplo, deixa o osso com sua forma intacta, porém tão 
friável que dificilmente pode ser manipulado sem se partir (Junqueira e 
Carneiro, 1997). 
Além do colágeno e hidroxiapatita, o osso apresenta, ainda, três 
principais tipos celulares: 
• osteoblastos: produtores da parte orgânica da matriz (colágeno I, 
proteoglicanas e glicoproteínas). São capazes de concentrar fosfato de cálcio, 
participando da mineralização da matriz óssea. 
• osteócitos: localizados em cavidades no interior da matriz óssea e, 
que através de seus prolongamentos, estabelecem contato e permitem o fluxo 
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de íons e moléculas como hormônios que controlam o crescimento e 
desenvolvimento dos ossos. 
• osteoclastos: células gigantes, de origem hematopoiética móveis e 
multinucleadas que reabsorvem tecido ósseo. 
Osteoblastos e osteoclastos são fundamentais para a manutenção do 
equilíbrio entre a aposição e reabsorção deste tecido. O balanço entre estas 
atividades pode ser ameaçado em circunstâncias especiais tais como, lesões, 
doença e idade avançada.  
As lesões estimulam a atividade dos osteoblastos cuja função é 
depositar continuamente matriz extracelular rígida para que posteriormente 
haja a mineralização e, portanto reparo do trauma. (Li et al., 2001). 
O envelhecimento promove maior atividade dos osteoclastos que 
secretam ácido (HCl), colagenase e outras enzimas que atacam a matriz e 
liberam cálcio,  assim a degradação do tecido ósseo é mais evidente  do que 
sua regeneração (Junqueira e Carneiro, 1997,  Li et al., 2001). Nestas duas 
situações, trauma e envelhecimento, há grande interesse em acelerar a 
atividade dos osteoblastos e estimular a diferenciação a fim de obter reparo e 
reposição óssea mais rapidamente. E este é o grande desafio de muitos 
cientistas nas últimas décadas, ou seja, determinar qual o melhor meio para 
potencializar a atividade osteoblástica ou diminuir a ação dos osteoclastos. 
Além destas células, o osso contém fatores de crescimento, 
polipeptídios, os quais geralmente são sintetizados por tecidos específicos em 
baixas concentrações agindo como reguladores locais da função celular. A 
maioria destes fatores é liberada como moléculas de alto peso molecular que 
são quebradas por proteólise formando fatores ativos que normalmente são de 
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baixo peso molecular. Estas moléculas agem ligando-se a receptores 
transmembrana específicos na superfície da célula alvo, ativando domínios 
intracelulares e disparando uma cascata de fosforilação (quinases) e 
ocasionando a transcrição de genes, os quais serão traduzidos em proteínas, 
que podem atuar dentro da célula ou serem exportadas (Solheim, 1998). Entre 
estas proteínas incluem-se fator de crescimento transformante beta (TGF-β), 
proteínas morfogenéticas do osso (BMP) e os fatores de crescimento de 
fibroblastos (FGF).  
As BMPs, no entanto, diferem dos outros fatores de crescimento pelo 
fato de serem proteínas osteoindutoras, ou seja, são capazes de estimular 
células mesenquimais a se diferenciarem em osteoblastos (Katagiri et al., 
1990; Amedee et al., 1994, Yamaguchi et al., 1996; Jortikka et al., 1998; 
Shukunami et al., 1998; Valcourt et al., 1999; Yang et al., 2000; Shin et al., 
2000; Horiuchi et al., 2001; Van Der Horst et al., 2002). 
1.2) Proteínas morfogenéticas do osso 
Estudos recentes com BMP indicam sua efetividade para o uso em 
humanos, como no tratamento de fraturas ósseas, incorporação de enxertos, no 
tratamento coadjuvante para excisão de tumores, periodontites e más 
formações congênitas (Lindholm, 1996; Cunningham et al., 1999; Paramore et 
al., 1999). Também já foram relatados inúmeros experimentos “in vitro” 
mostrando seu poder osteoindutor em diferentes tipos celulares (Hay et al., 
1999; Furuya et al., 1999; Yang et al., 2000; Yokota et al., 2001). A 
osteoindução, conversão fenotípica de células mesenquimais em células 
osteoprogenitoras e subseqüente desenvolvimento ósseo via ossificação 
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endocondral, é iniciada por um sinal ou estímulo local disparado por BMPs. 
Kobayashi e colaboradores (1999) mostraram a diferenciação de células do 
ligamento periodontal humano em osteoblastos através do tratamento das 
células com rhBMP-2, as quais, apresentaram elevada atividade da enzima 
fosfatase alcalina, um importante marcador de diferenciação osteoblástica. 
Urist (1965), demonstrou que a matriz óssea desmineralizada possui 
fatores de crescimento que induzem a neoformação de tecido ósseo e nomeou 
estes fatores de proteínas morfogenéticas do osso - BMPs. Mais tarde, 
Wozney e colaboradores (1988) conseguiram clonar e expressar algumas 
BMPs recombinantes humanas. 
AS BMPs são glicoproteínas de baixo peso molecular, ao redor de 14 
KDa a 30 KDa, baixa solubilidade em água, estrutura primária 40-50% 
homóloga ao TGF-β, sugerindo que a BMP é membro desta super família 
(Sampath et al., 1990; Hammonds et al., 1991). São encontradas em grande 
quantidade no osso em desenvolvimento e ficam enclausuradas na matriz 
orgânica do osso após a completa maturação do mesmo. As BMPs podem ser 
obtidas através da purificação da matriz óssea descalcificada ou através de 
biotecnologia como a engenharia genética (Taga, 1996).  
O uso destas proteínas para estimular a regeneração óssea tem 
representado uma das terapias mais promissoras para Medicina e Odontologia, 
além de ser uma alternativa viável para se evitar enxertos autólogos ou 
homólogos e, conseqüentemente, todos os inconvenientes destes 
procedimentos. O uso de biomateriais para restaurar a função de tecido 
traumatizado e degenerado ou para substituir a perda de tecido mineralizado 
tem ampla aceitação em cirurgias dentárias e ortopédicas. Além disso, o uso 
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destes materiais em doenças crônicas tais como artrites, osteoartrites e 
osteoporose podem melhorar a qualidade de vida dos pacientes, restaurando a 
mobilidade normal entre outros benefícios (Oreffo & Triffitt, 1999).  
Desta maneira, em todo o mundo o conhecimento científico a respeito 
das BMPs tem crescido muito, especialmente quanto a seu papel na 
morfogênese (Hino et al., 1998; Hay et al., 1999; Franceschi et al., 2000; 
Horiuchi, et al., 2001; Li et al., 2001) com o intuito de tornar precisa sua 
aplicação como biomaterial, divulgando técnicas de manuseio e aumentando a 
confiança do operador.  
Muitos materiais sintéticos vêm sendo avaliados como substitutos 
ósseos: cerâmica alumina, bioglass e compostos de fosfato de cálcio (Jarcho, 
1981; Flately et al., 1983; Kent et al., 1986). Os mais eficientes são os 
materiais a base de fosfato de cálcio como HA e o fosfato tricálcio, ambos 
biocompatíveis, osteocondutores, mas não possuem propriedade 
osteoindutora. De modo que estes osteocondutores se mostram como um 
eficiente carreador para o pool de BMP que pode ser extraído de ossos 
bovinos. 
Há uma infinidade de materiais para enxertos ósseos (Taga, 1996; 
Ranzani, 1997) cada um com suas limitações. Porém, técnicas combinadas 
têm apresentado melhores resultados do que aquelas onde se utiliza apenas um 
tipo de material. A combinação de BMPs com algum material de 
preenchimento de enxertos tem sido um dos métodos mais sugeridos para a 
recuperação de lesões (Lindholm, 1996), já que tanto as proteínas 
morfogenéticas naturais quanto as recombinantes, necessitam de um carreador 
para que sejam mantidas no leito receptor onde exercerão seu efeito biológico. 
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Os carreadores mais comumente empregados são colágeno tipo I, matriz 
orgânica de osso ou hidroxiapatita (HA) absorvível (Lindholm, 1996, Taga, 
1996).  
1.3) Materiais para enxertos 
Os materiais para enxerto ósseo têm despertado um grande interesse 
em várias áreas do conhecimento humano, especialmente para a Medicina e a 
Odontologia. Inúmeras são suas aplicações clínicas, desde a reparação de um 
defeito ósseo localizado, como para o preenchimento de uma extensa área 
destruída por tumores, traumas ou defeitos congênitos. 
A procura por um material de enxerto ideal antecede este século (Urist, 
1965). As características desejadas para este tipo de material são: 
biocompatibilidade, previsibilidade, aplicação clínica, riscos trans-operatórios 
e seqüelas pós-operatórias mínimas, além de aceitação por parte do paciente 
(Schallhorn, 1977; Oreffo & Triffitt, 1999). Apesar de não se ter encontrado o 
material que preencha todos esses requisitos, atualmente há uma grande 
variedade de opções para enxertos ósseos, associado a um avanço relevante no 
desenvolvimento e aperfeiçoamento de materiais sintéticos para esse fim. 
Os inúmeros enxertos e materiais desenvolvidos podem ser divididos 
nas seguintes categorias principais: 
• Enxertos autógenos: são enxertos transplantados de um lugar para 
outro em um mesmo indivíduo. 
• Homoenxertos ou aloenxertos: são enxertos transplantados entre 
indivíduos da mesma espécie, porém diferentes geneticamente. 
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• Heteroenxertos ou xenoenxertos: são enxertos obtidos de um doador 
de outra espécie. 
• Materiais aloplásticos: materiais sintéticos inertes que têm sido 
utilizados como substitutos dos enxertos ósseos, como o fosfato tricálcio-β e 
hidroxiapatita (sintéticos). 
• Fatores de crescimento: proteínas morfogenéticas do osso (BMP) ou 
outros membros da família de TGF-β. 
Ainda hoje, opta-se pelo osso autógeno (“gold standard”) devido às 
grandes vantagens biológicas, mas, importantes inconvenientes como a 
necessidade de internação, período de convalescença, susceptibilidade a 
infecções e ainda reabsorção progressiva e constante estimularam a busca de 
um substituto adequado. As primeiras alternativas ao osso autógeno foram os 
materiais à base de fosfatos de cálcio, como o fosfato tricálcio e a 
hidroxiapatita, com as mais variadas formas e propriedades físico-químicas 
(Granjeiro et al., 1992). Inúmeros trabalhos confirmaram a biocompatibilidade 
da hidroxiapatita (Ong et al., 1995; Ruano et al., 1996, 1998, 2000), contudo, 
estes materiais aloplásticos não apresentavam uma propriedade importante: a 
osteoindução. 
O xenoenxerto é uma alternativa ao osso autógeno e alogênico, pois 
elimina os riscos cirúrgicos e a possibilidade de infecção, além de poder ser 
obtido a partir de fontes virtualmente inesgotáveis (bovino). Recentemente, o 
evento da doença conhecida como “vaca louca” despertou a preocupação com 
o uso de produtos de origem bovina. Vale enfatizar que o processo de 
obtenção da matriz orgânica bovina elimina o risco de contaminação pelo 
príon. A matriz óssea é completamente acelular, as proteínas de alto peso 
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molecular e toda a gordura são removidas, restando apenas colágeno e BMPs, 
possibilitando desta maneira o seu uso sem restrições quanto ao risco da 
doença o que disponibiliza amplamente este biomaterial (Wenz et al., 2000).  
Embora exista um grande número de biomateriais, estes são divididos 
em quatro classes principais: osteogênicos, osteocondutores, osteopromotores 
e osteoindutores. A osteogênese ocorre quando o enxerto possui células 
formadoras de osso (osteoblastos) que auxiliam na neoformação óssea. Os 
osteocondutores apenas orientam a formação de tecido ósseo preenchendo o 
defeito, como exemplo, podemos citar os materiais aloplásticos que dão 
suporte para a formação do novo tecido. Materiais osteopromotores atuam 
como barreiras, absorvíveis ou não, que separam tecidos com diferentes taxas 
de proliferação, por exemplo, osteoblastos e fibroblastos, impedindo o 
fibrosamento da lesão (pseudo-artrose). Finalmente, os osteoindutores 
auxiliam a reparação de uma ferida óssea induzindo a formação de novo 
tecido através da diferenciação de células mesenquimais indiferenciadas em 
osteoblastos devido à presença de fatores indutores da formação óssea (BMPs 
e fatores de crescimento).  
1.4) Carreadores para BMP 
O campo da engenharia de tecidos surgiu como conseqüência da 
combinação dos princípios de engenharia e ciências biológicas para o 
desenvolvimento de substitutos naturais que permitissem restaurar, manter ou 
melhorar a função dos tecidos (Nerem, 1992; Langer & Vacanti, 1993). As 
estratégias da engenharia de tecidos envolvem a terapia celular e o uso de 
substâncias que induzem a proliferação de células e tecidos (fatores de 
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crescimento, como as BMPs), combinadas com matrizes que atuam como 
suporte (carreadores) para estas células e fatores de crescimento. A engenharia 
de tecidos tem se apresentado como uma alternativa promissora por aliar os 
princípios da osteogênese, osteoindução (BMPs) e osteocondução. 
Um sistema carreador adequado é necessário quando a BMP é 
utilizada em clínicas já que este tem a função de prevenir a dispersão da 
proteína do local de aplicação resultando em diferenciação osteoblástica em 
local inadequado (Alam et al., 2001).  
Carreadores tais como hidroxiapatita absorvível e colágeno são 
amplamente utilizados porque são constituintes naturais da matriz óssea, ou 
seja, naturalmente adsorvem às BMPs, além de serem materiais 
osteocondutores. A hidroxiapatita sintética é material inorgânico composto 
por fosfato de cálcio que tem sido usada clinicamente como osteosubstituto 
desde os anos 80 (Jarcho, 1981) até os dias atuais (Alam et al., 2001) devido à 
grande biocompatibilidade deste composto (Ruano, 2000), pois sua estrutura 
química é idêntica à estrutura da HA do osso. Este tipo de hidroxiapatita é 
indicado para casos onde se necessita a substituição da mesma pelo tecido 
ósseo. Freqüentemente é associada à matriz orgânica de osso e membranas 
biológicas quando de sua utilização. Apresenta indicações definidas na 
periodontia e implantodontia, visando a formação de tecido ósseo (Taga, 
1996; Taga et al., 1997). 
Para uso clínico existem disponíveis várias marcas comerciais de 
hidroxiapatita dentre elas OSTEOGEN (Figura 1a) de procedência norte 
americana e a GEN-PHOS (Baumer, S.A) (Figura 1b) sintetizada no Brasil. 
A GEN-PHOS é uma hidroxiapatita sintética que é absorvida em cerca de 6 
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meses e é substituída por osso neoformado (Taga, 1996; Taga et al., 1997). A 
hidroxiapatita, devido a sua grande capacidade de adsorver proteínas, foi 
muito utilizada em cromatografia para purificação de proteínas e por este 
motivo e também em decorrência de sua excelente biocompatibilidade este 
material foi utilizado como o primeiro carreador da BMP. A Baumer S.A. 
desenvolveu ainda, uma hidroxiapatita natural obtida da cortical ou da 
medular de ossos longos de bovinos desproteinizados e livre de gorduras. Sua 
grande vantagem é a biocompatibilidade e a total ausência de antigenicidade 
(Taga, 1996; Taga et al., 1997; Oliveira, 1999; Sicca, 2000). 
(a)                                                             (b) 
  
Figura 1: Micrografia revelando as diferenças na morfologia de duas 
hidroxiapatitas disponíveis comercialmente. (a)OSTEOGEN (b)GEN-
PHOS. 
Foi desenvolvida também uma tecnologia para a extração de proteínas 
morfogenéticas do osso de feto bovino, que apresenta maior concentração de 
fatores de crescimento. Isto é uma vantagem em relação ao osso humano, do 
qual não se pode escolher a idade do doador. Ossos de adultos totalmente 
calcificados produzem uma matriz orgânica pobre em BMPs, e 
conseqüentemente com baixo poder osteoindutor (Taga, 1996). Assim, o 
 12 
“pool” de BMPs utilizado neste estudo é obtido a partir de ossos bovinos e 
estas proteínas estão  adsorvidas à hidroxiapatita, que funciona como veículo, 
na proporção de 1:0,02 (HA-BMP; m:m). A BMP pode ser combinada com 
colágeno para formar um composto (BMP/HA + colágeno) mais facilmente 
absorvível e poroso com capacidade osteoindutora (Asahina et al., 1997). 
Horiuchi e colaboradores (2001) implantaram discos porosos de colágeno e 
rhBMP-2 (BMP-2 recombinante humana) em ratos e verificaram após 3 
semanas do procedimento áreas densamente calcificadas constituindo 
ossículos. Desta maneira, o uso concomitante de vários materiais para um 
mesmo fim tem sido largamente empregado em decorrência dos muitos 
resultados satisfatórios (Tamura et al., 2001; Alam et al., 2001). 
A associação da BMP com carreadores ampliou o campo de aplicação 
destas proteínas osteoindutoras podendo ser utilizadas clinicamente em 
implantodontia, cirurgia bucomaxilofacial, ortognática, neurológica e 
ortopédica (Urist et al., 1986; Lindholm, 1996). 
1.5) Citocompatibilidade de Biomateriais 
Do ponto de vista biológico, os biomateriais devem possuir baixa ou 
nenhuma toxicidade, não causando efeitos secundários prejudiciais ao 
indivíduo. Na pesquisa de biomateriais, os estudos de biocompatibilidade são 
indispensáveis, não apenas para a verificação de efeitos citotóxicos, como 
também para o estudo dos mecanismos moleculares envolvidos no processo de 
reparo induzido por materiais de enxerto. Diversos testes “in vitro” e “in 
vivo” são utilizados com a finalidade de assegurar as propriedades dos 
materiais.  
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O cultivo celular é considerada uma técnica moderna, precisa e 
sofisticada, sendo aplicado em diversos setores da pesquisa médica. Esta 
técnica tem sido amplamente empregada para estudos de efeitos tóxicos de 
compostos farmacêuticos e de biomateriais. (Matsuda & Davies, 1987; 
Freshney, 1990). A utilização de cultura celular para estudos de 
biocompatibilidade e/ou citotoxicidade de materiais dentários está ganhando 
cada vez maior importância. Qualquer efeito citotóxico que alguma substância 
de utilização em procedimentos clínicos possa vir a ter sobre as células pode 
ser previsto em experimentos “in vitro”. O principal objetivo dos testes de 
citotoxicidade é avaliar a reação biológica a determinados materiais quando 
estes são colocados em contato com as células-alvo. Estes métodos 
apresentam menor tempo e custo para o desenvolvimento de novos produtos, 
reduzindo a probabilidade de surpresas quando da realização dos testes “in 
vivo” e clínicos (Schmalz & Browne, 1995; Hanks et al., 1996). 
O uso de cultura celular para o estudo da citotoxicidade de substâncias 
utilizadas em odontologia é procedimento largamente empregado e aceito 
(Schmalz, 1994; Willerrshausen et al., 2000). A metodologia utilizada é 
reprodutível, e seus protocolos são padronizados pela International Standards 
Organization (ISO). 
Existem muitas vantagens no uso do cultivo celular em teste de 
biocompatibilidade. Cada linhagem de célula é identificada precisamente, as 
condições de cultivo podem ser fielmente reproduzidas em diferentes 
laboratórios desde que o meio de cultura seja definido, a resposta aos 
materiais não é modificada por processos inflamatórios ou por efeitos 
imunológicos, nervosos ou hormonais, já que células em cultura não fazem 
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parte de um complexo biológico e conseqüentemente respondem muito rápido 
às mudanças do meio. 
Além da citotoxicidade uma série de outros fatores pode ser avaliada 
através do cultivo celular, como a atividade intracelular (transcrição de DNA, 
síntese de proteínas, organelas), nutrição, infecção, ação de drogas, fluxo de 
membrana, interação célula-célula: estudos de neoplasia, indução 
embriogênica, cooperação metabólica, indução de contato, influência de uma 
célula na outra (Freshney, 1990). 
O cultivo celular é uma técnica relativamente barata, e quando as 
células são cultivadas corretamente, o suplemento de células pode ser 
ilimitado. Testes de biocompatibilidade “in vitro” podem apresentar 
resultados mais próximos aos obtidos “in vivo” se utilizarmos células de 
cultivo primário (Schmalz, 1994) do tecido onde o material será implantado, 
no caso deste trabalho foi utilizada a linhagem de fibroblastos provenientes de 





2 – OBJETIVO GERAL  
Desta maneira, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar a resposta 
biológica de fibroblastos de mucosa mastigatória humana, linhagem FMM1 
(Miyagi et al.,1999), após exposição à hidroxiapatita conjugada a um pool de 
BMPs (BMP-HA) comercialmente conhecido como Gen-Pro . 
2.1) OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
Os objetivos específicos deste trabalho foram: 
• determinação da curva de proliferação celular na ausência ou 
presença do material de enxerto através da quantificação de nucleotídeos e 
contagem das células em câmara de Newbauer. 
• avaliação da viabilidade celular através da quantificação da redução 
do MTT e da captação do corante vermelho neutro em diferentes 
concentrações do material.  
• análise das interações célula-célula e célula-material em cultura 
através da microscopia eletrônica de varredura. 
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3 – MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1) Soluções 
•  Tampão Fosfato Salina – PBS-A: 
O tampão fosfato salina (pH 7,4) foi constituído por: 137 mM de 
cloreto de sódio, 2,68 mM de cloreto de potássio, 1,47 mM de fosfato diácido 
de potássio e 8,1 mM de fosfato monoácido de sódio. Para as soluções de 
PBS-Ca+2 foi acrescido 1 mM de cloreto de cálcio. 
• Solução de glutaraldeído 2% : 
Para o preparo de 300 mL desta solução, 24 mL de glutaraldeído 25% 
foi diluído em 276 mL de tampão fosfato 0,1 M, pH 7,2. A solução foi 
aliquotada e congelada até o momento do uso. 
• Solução de ácido ósmico 1% : 
Em 50 ml de tampão fosfato 0,1 M, pH 7,2, foi diluído uma ampola de 
ácido ósmico contendo 1g do reagente, a esta solução foram adicionados 50 
mL de água destilada. A solução foi conservada em geladeira em frasco bem 
fechada e protegida da luz. 
• Solução fisiológica contendo sacarose: 
Em 500 mL de água destilada foi adicionado, sob agitação constante 
4,5g de NaCl, 8,9g de sacarose até completa diluição dos reagentes. O pH foi 
acertado para 7,4 e a solução foi guardada em geladeira. 
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• Meio de cultura – DMEM (Gibco Co.) 
Meio de Eagle modificado por Dulbecco que corresponde a 13,45g/L 
do pó comercial (Gibco Co.) acrescido de 1,2g/L de NaHCO3 e 10 mL/L de 
solução de antibióticos (ampicilina 0,25 mg/mL e estreptomicina 1 mg/mL). 
Ao meio utilizado em cultura foi adicionado 10% de soro fetal bovino (SFB – 
Gibco Co.). 
• Tripsina:  
Solução de tripsina 0,1% (m/v) foi preparada em PBS-A contendo 1 
mM de EDTA. 
• Solução de biureto 
Para o preparo desta solução foram diluídos em 500 mL de água 
destilada 1,50g de CuSO4.5H2O e 6,0g de NaKCuH4O6.4H2O. A esta solução, 
sob agitação constante, adicionou-se 300 ml de solução de NaOH a 10% e 
completou-se com água destilada até 1000 mL solução (Gornal,et al.,1949). 
As soluções de PBS-Ca2+, DMEM e tripsina foram esterilizadas por 
filtração em membrana Millipore (∅ = 0,22 µm). O tampão PBS-A foi 
esterilizado em autoclave a 120°C por 20 min. Todas as soluções foram 
armazenadas entre 4 e 5°C, com exceção da tripsina que foi estocada a -20°C . 
3.2) Materiais 
A BMP-HA, Gen-Pro (Registro no Ministério da Saúde n° 
103.455.0000) foi doada pela Baumer S.A. A Gen-Pro é um complexo 
constituído do pool de BMP purificado de ossos longos de fetos bovinos e 
adsorvido à hidroxiapatita absorvível microgranular (Figura 1b). 
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3.3) Cultura de células 
A linhagem FMM1, originada de fibroblastos de mucosa mastigatória 
humana foi obtida junto ao laboratório de Cultura Celular da Disciplina de 
Patologia Bucal da FOSP/USP supervisionado pela Profa. Dra. Márcia M. 
Marques e cultivadas em DMEM contendo antibiótico Garamicina e 10% de 
soro fetal bovino (SFB) em garrafas de vidro mantidas a 37°C em atmosfera 
úmida a 5% de CO2. A manutenção da linhagem foi feita através da 
monitoração do crescimento celular realizada a cada 24 horas utilizando-se 
microscópio invertido de contraste de fase. Os subcultivos foram feitos 
quando as células atingiam a subconfluência. O meio do frasco de cultivo era 
aspirado, e a monocamada celular lavada duas vezes com solução tampão 
fosfato salina sem cálcio e sem magnésio (PBS-A), pH 7,4. A seguir, as 
células eram separadas com 1 mL de solução de tripsina 0,1% durante 2 
minutos a 37°C. A tripsina era então inativada com 5 ml de meio de cultura 
contendo soro fetal bovino. Alíquotas desta suspensão foram transferidas para 
outras garrafas com meio de cultura fresco. 
3.4) Aplicação do material à cultura de células  
A BMP-HA foi aplicada sobre placas com 24 poços ou sobre lamínulas 
de vidro. As placas tratadas com BMP-HA foram utilizadas para a realização 
das curvas de proliferação e para os testes de avaliação da viabilidade celular. 
As lamínulas de vidro foram utilizadas para as análises em microscopia 
eletrônica de varredura (MEV).  
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A BMP-HA apresenta-se na forma de um pó fino facilmente aspirável 
durante os procedimentos para troca de meio. A fim de evitar a perda do 
material durante tais procedimentos, a BMP-HA foi associada ao colágeno da 
cauda de rato (Maria, 1994) disposto na placa ou lamínula em uma fina 
camada (~1mm de espessura). Desta forma a proliferação celular foi analisada 
nos seguintes substratos:  
a) plástico ou lamínula; 
b) colágeno tipo I de cauda de rato; 
c) colágeno tipo I + BMP-HA (1 mg/mL); 
Todos os procedimentos de aplicação do colágeno às placas de cultivo 
foram realizados sob fluxo laminar e seguiu-se o protocolo desenvolvido por 
Maria, (1994). O colágeno utilizado neste estudo foi gentilmente fornecido 
pela Dra. Mari Cleide Sogayar do Departamento de Bioquímica do Instituto de 
Química da USP. Cada poço ou lamínula recebeu os reagentes para a 
polimerização do colágeno na seguinte ordem: 9 µL de solução de bicarbonato 
4%, 9 µL de DMEM concentrado 10 vezes e 90 µL de colágeno com/sem 
BMP-HA. Depois de homogeneizar e espalhar o colágeno, as placas/lamínulas 
foram levadas à estufa 37°C por 30 min para secagem. Após este período o 
colágeno foi lavado com PBS-A antes de receber as células. 
3.5) Avaliação da proliferação celular  
A proliferação celular foi avaliada segundo duas técnicas amplamente 
conhecidas: a) contagem em hemocitômetro (Sampath et al., 1992; Miyagi et 
al., 1999; Valcourt et al., 1999) e b) dosagem do conteúdo de nucleotídeos 
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(Gesztezi, 1990; Souza-Pinto et al., 1996; Soraggi, 1997). Para os dois testes 
seguiu-se o seguinte protocolo: 
Foram semeadas 1x104 células/poço em placas de 24 poços (∅ = 16 
mm) nas seguintes situações: 
Grupo I)    Células semeadas em plástico – controle; 
Grupo II)   Células semeadas em colágeno tipo I de cauda de rato;  
Grupo III) Células semeadas em colágeno tipo I de cauda de rato 
contendo 1 mg de BMP-HA;  
a) Contagem em hemocitômetro: 
As células foram separadas pela ação da tripsina e alíquotas foram 
transferidas para ambas as câmaras de um hemocitômetro as quais foram 
contadas sob microscópio de luz. O número total de células originárias de 
cada poço foi obtido através da seguinte equação matemática: 
Número total de células Diluição 10
Número de quadrantes do hemocitômetro
4× ×  
As células dos três grupos foram contadas a cada 24h até o 5° dia de 
experimento após o plaqueamento. Foram realizados 3 experimentos 
independentes em triplicata, para cada tempo de cada grupo experimental 
(n=9).  
b) Quantificação do conteúdo de nucleotídeos 
A taxa de proliferação dos fibroblastos FMM1 foi determinada em 
função da absorção da luz ultra violeta de comprimento de onda de 260nm, a 
cada 24h, durante 5 dias de acordo com a técnica padronizada no laboratório 
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de Toxicologia Celular e Molecular do Departamento de Bioquímica do 
Instituto de Biologia da UNICAMP (Souza-Pinto et al., 1996; Soraggi, 1997). 
Resumidamente, as células foram lavadas com tampão PBS-Ca2+ gelado, 
fixadas em TCA 5% gelado e lisadas em 1 mL de NaOH 0,5 M por 1h a 37°C. 
Foram realizados 3 experimentos independentes em triplicata (n=9). 
A população celular foi estimada pela detecção espectrofotométrica 
dos lisados celulares a 260nm, cujos valores de absorbância são diretamente 
proporcionais ao teor de nucleotídeos presentes nas células que resistiram ao 
tratamento descrevendo uma função linear (Gesztesi, 1990). 
3.6) Medida da captação do corante vermelho neutro (CVN) 
Este ensaio se baseia na aplicação de um corante (vermelho neutro) 
que apresenta a capacidade de penetração em membrana celular de células 
vivas, se difundindo e concentrando nos lisossomos. Quando células pré-
expostas ao corante entram em contato com substâncias potencialmente 
citotóxicas que provocam danos às membranas lisossomais, elas ficam com 
menor capacidade de reter o corante vermelho neutro. A determinação da 
quantidade de corante retida em células expostas às substâncias-teste quando 
comparadas ao grupo controle, procedimento este realizado em 
espectrofotômetro (A540), indicará o grau de dano causado à membrana celular 
(Mossman, 1983; Babich & Borenfreund, 1990; Lonroth & Dahl, 2001). Este 
ensaio pode fazer a distinção entre células viáveis, danificadas e mortas, 
baseado na capacidade que os lisossomos celulares têm de absorver o corante.  
Fibroblastos FMM1 (2x104 células/poços) foram semeados em placa 
de 24 poços nas 3 condições previamente descritas no item 4.4, em triplicata 
para cada condição. As placas foram incubadas a 37°C em atmosfera úmida 
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com CO2 (5%) por 96h, período em que as células atingiram a total 
confluência. Assim, o meio foi renovado por meio fresco não suplementado 
com SFB contendo 50µg/mL de corante vermelho neutro. A solução estoque 
do corante 0,4% m/v foi preparada em água deionizada. Antes de ser 
adicionado às células, o corante diluído em meio de cultura foi incubado por 
4h a 37°C protegido da luz e posteriormente filtrado em membrana Millipore 
(Ø=0,22 mm). O tempo de exposição ao corante foi de 3h, após o qual o meio 
foi removido e as células foram rapidamente lavadas com PBS-Ca2+ gelado. O 
corante incorporado foi então extraído através de uma solução aquosa gelada 
contendo etanol (50%) e ácido acético (1%). O corante foi quantificado em 
espectrofotômetro, medindo-se os valores de absorbância a 540nm. 
3.7) Medida da redução do MTT 
Este ensaio, definido na literatura como apropriado para estimativa de 
citotoxicidade (Hansen et al., 1989; Schweikl & Schmalz, 1996), se baseia na 
capacidade que a enzima succinato desidrogenase (presentes nas mitocôndrias 
de células viáveis) têm de converter o sal de tetrazolium (dimetiltiazol difenil 
tetrazolium, ou MTT), que é hidrossolúvel e de cor amarelada, em cristais de 
formazan, que são de cor azul escura. Esta capacidade que somente células 
vivas possuem, indica atividade mitocondrial e conseqüente viabilidade 
celular (Souza Costa et al., 1999; Sletten & Dahl, 1999). 
O plaqueamento para este teste de citotoxicidade seguiu o mesmo 
procedimento realizado para o teste vermelho neutro. Após as 96h de 
incubação o meio foi renovado por meio fresco não suplementado com SFB 
contendo 0,5 mg/mL de MTT, solução preparada no momento do uso. As 
placas foram, então, incubadas e protegidas da luz por 3h em estufa a 37°C. 
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Decorrido o tempo de reação o meio foi descartado e o corante extraído com 
(1mL/poço) etanol (PA). O formazan azul foi quantificado em 
espectrofotômetro à 570nm. 
Os testes de CVN e MTT foram realizados simultaneamente, ou seja, 
as células semeadas eram obtidas do mesmo lote sob as mesmas condições de 
cultivo. Foram realizados três experimentos independentes em triplicata (n=9) 
para cada teste.  
3.8) Avaliação da citotoxicidade da BMP-HA em suspensão 
Foi avaliada também a viabilidade celular dos fibroblastos quando 
estes foram colocados em contato com o material após 48 horas de 
plaqueamento, ou seja, as células estavam subconfluentes. Assim verificou-se 
se este contato posterior causaria alguma alteração na viabilidade das células. 
As células FMM1 (2x104 células/poço) foram semeadas em placas de 
24 poços e incubadas por 48h a 37°C até atingirem a subconfluência. Após 
este período o meio foi trocado por meio fresco contendo as seguintes 
concentrações de BMP-HA em triplicata: 0, 0,5, 1, 5, 10, 50 mg/poço. O 
material ficou em contato com a monocamada de células por mais 48 h. Após 
a exposição o meio foi descartado e as células delicadamente e pausadamente 
lavadas com PBS-Ca2+ para se evitar o descolamento da monocamada já que o 
pó (material) ao se suspender poderia promover este descolamento. As células 
foram então tratadas para os teste de CVN e MTT conforme descrição dos 
itens 3.5 e 3.6. Antes das leituras as amostras foram centrifugadas a 400g por 
3 minutos e no sobrenadante foram feitas as medidas. Estes testes também 
foram feitos simultaneamente para que se obtivesse as mesmas condições de 
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cultura. Foram realizados três experimentos independentes em triplicata (n=9) 
para cada teste. 
3.9) Determinação da concentração protéica  
Foi determinada a concentração de proteínas presentes no meio de 
cultura contendo 10% de SFB a fim de verificar se estas proteínas poderiam se 
adsorver à hidroxiapatita interferindo no crescimento das células. 
A quantificação de proteínas foi realizada segundo a técnica de 
Gornall et al. (1949). Foram feitas medidas em meio de cultura DMEM + 10% 
de SFB contendo 1mg de BMP-HA previamente incubados por 24h em estufa 
a 37°C. Após este período, a cada 1 mL de meio de cultura com e sem 
material foram acrescentados 4 mL de reagente biureto (Ver Materiais e 
Métodos). As amostras permaneceram por 30 min em agitação constante à 
temperatura ambiente. As leituras foram realizadas em 540 nm.   
3.10) Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 
Após os períodos experimentais determinados: 3, 7 e 10 dias de 
exposição ao material nas condições descritas no item 4.4, o meio de cultura 
foi retirado e as células foram lavadas com PBS-A em temperatura ambiente. 
A fixação foi feita por, no mínimo, 2h com solução de glutaraldeído a 2% em 
tampão fosfato 0,1M na quantidade o suficiente para cobrir as lamínulas. 
Depois deste período as células foram lavadas por 3 vezes com solução 
fisiológica contendo sacarose durante 5 minutos cada lavagem e foram pós-
fixadas com solução de tetróxido de ósmio a 1% em tampão fosfato 0,1 M por 
30 minutos e finalmente passaram por mais uma lavagem com solução 
fisiológica. Assim, as amostras já estavam preparadas para passar pelo 
processo de desidratação que consiste em uma seqüência de lavagens com 
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álcool etílico nas seguintes condições: 30%, 50%, 70%, 90%, 96% e 100%, 
sendo que as 5 primeiras consistiram de 2 lavagens de 5 minutos e a última foi 
de 4 lavagens por 5 minutos cada uma delas. Para finalizar o processo de 
desidratação as células passaram ainda por uma solução de HMDS (Sigma) 
por 30 minutos a fim de se retirar os resíduos do álcool etílico. As amostras, 
após a aspiração do HMDS, foram deixadas “over night” em capela de 
exaustão ligada para completa secagem do material.  
As amostras foram então submetidas ao processo de “sputtering”, 
sendo cobertas com uma camada de ouro de 10nm. A MEV foi realizada no 
microscópio JEOL modelo JSM-5410 do laboratório de óptica do Instituto de 













4 – RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.1) Proliferação celular 
A linhagem FMM1 foi escolhida para nossos estudos por ser de 
origem humana e por constituir-se na célula mais abundante do tecido 
conjuntivo. Ademais, sua alta taxa de proliferação e resistência, em relação 
aos osteoblastos, facilitou a execução dos experimentos. 
A monitoração da proliferação celular pode ser realizada através de 
diferentes métodos (Freshney, 2000), dentre eles a contagem do número de 
células em hemocitômetro (Sampath et al., 1992; Miyagi et al., 1999; 
Valcourt et al., 1999), conteúdo protéico (Schweikl & Schmalz, 1996) e 
incorporação de timidina tritiada (Vukicevic et al., 1990; Rudkin et al., 1996). 
Alternativamente, é possível relacionar o número de células com o conteúdo 
de nucleotídeos, como previamente padronizado no laboratório de Toxicologia 
Celular e Molecular, Unicamp (Gesztezi, 1990). A fim de comprovar, em 
nosso modelo experimental, a sensibilidade e  a coerência entre estas técnicas 
(Souza-Pinto et al., 1996; Soraggi, 1997; Sampath et al., 1992; Miyagi et al., 
1999; Valcourt et al., 1999), monitoramos a proliferação celular através de 
dois métodos: contagem do número de células em hemocitômetro e através do 
conteúdo de nucleotídeos (Figuras 2 e 3). É perfeitamente clara a correlação 
entre ambos os procedimentos, confirmando a possibilidade de utilizar a 
absorbância em 260nm como uma ferramenta fácil e rápida para acompanhar a 
proliferação celular, uma vez que a fase exponencial do crescimento e o perfil 
























Figura 2: Curva de proliferação celular (FMM1) determinada pela 
contagem das células em hemocitômetro. Foram plaqueadas 1x104 
células/poço sobre 1 mg de BMP em 1 mL de colágeno. As células foram 
tripsinizadas a cada 24 horas alíquotas foram transferidas para placas de 
Newbauer para a quantificação em microscópio de luz com contador manual. 
Os pontos experimentais representam a média de três experimentos 
independentes em triplicatas. As barras representam o desvio padrão da média. 


























Figura 3: Curva de proliferação celular (FMM1) determinada pelo conteúdo 
de nucleotídeos (A260). Foram plaqueadas 1x104 células/poço sobre 1 mg de 
BMP em 1 mL de colágeno. As células foram fixadas a cada 24 horas com  
TCA 5% gelado e lisadas com solução de NaOH 0,5 M à 37°C. Para cada 
tempo experimental a A260 foi determinada em três experimentos 
independentes em triplicata. As barras representam o desvio padrão da média. 
 
A Figura 4 mostra o comportamento da linhagem FMM1 em diferentes 
condições de tratamento. Ao compararmos a curva controle (sem tratamento) 
com as demais condições experimentais verifica-se que as células não 



































Figura 4: Curva de proliferação celular (FMM1) determinada pelo 
conteúdo de nucleotídeos (A260). Foram plaqueadas 1x104 células/poço nas 
seguintes condições: controle; colágeno; colágeno + 1 mg de BMP-HA. As 
células foram fixadas a cada 24 horas com TCA 5% gelado e lisadas com 
solução de NaOH 0,5 M à 37°C. Para cada ponto experimental a A260  foi 
determinada em três experimentos independentes em triplicata. As barras 
representam o desvio padrão da média. * Diferenças estatísticas significativas 
(p< 0,05; Análise de Variância e teste de Tukey). 
 
Este resultado foi similar ao relatado por Takawa et al. (1991) em 
osteoblastos MC3T3-E1, por Shukunami et al. (1998) em linhagem 
condrogênica ATDC5, por Kobayashi et al. (1999) em fibroblastos do 
ligamento periodontal humano e por Kessler et al. (2000) em osteoblastos 
humanos, os quais utilizaram a rhBMP. Estes resultados são coerentes com o 
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fato de que as BMPs originadas de mamíferos apresentam alta homologia 
(98%) na seqüência de seus aminoácidos (Griffith et al., 1996).  
Ensaios “in vitro”, utilizando cultivo celular, são amplamente 
utilizados para verificar a biocompatibilidade de diversos materiais e entre 
eles vários estudos relatam a ação de BMPs, desde as obtidas de fontes 
naturais (ossos bovinos) às que são obtidas por recombinação gênica (rhBMP) 
em diferentes concentrações e em diferentes linhagens celulares (Vukicevic et 
al., 1990; Sampath et al., 1992; Rudkin et al., 1996; Jortikka et al., 1998; 
Takiguchi et al.,1998; Hay et al., 1999) Os estudos mostram uma variação 
considerável nos resultados, provavelmente como conseqüência da ampla 
diversidade de BMPs, assim como dos modelos biológicos empregados nos 
experimentos. Nossos resultados confirmam a citocompatibilidade do 
complexo BMP-HA, pois não houve alteração na curva de proliferação celular 
corroborando os resultados de Kobayashi et al. (1999) em fibroblastos de 
ligamento periodontal quando estes utilizaram a rhBMP. No entanto, estudos 
realizados por Vukicevic et al. (1990) com BMP de origem bovina mostraram 
uma diminuição na proliferação celular estimulando o processo de 
diferenciação. 
Sampath et al. (1992) compararam rhBMP (hOP1) e BMP de origem 
bovina constatando que ambas BMPs estimulam a proliferação celular 
induzindo sua diferenciação. Contudo, alguns autores (Takawa et al., 1991; 
Kessler et al., 2000) não observaram estes resultados em osteoblastos tratados 
com rhBMP. Estes resultados reforçam a importância da estrutura 
tridimensional da proteína para sua função biológica. A BMP é uma 
glicoproteína cuja estrutura é dependente de pontes dissulfeto localizadas em 
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posições altamente conservadas em sua estrutura primária. É preciso 
considerar que a expressão de rhBMP em sistemas incapazes de proporcionar 
glicosilação ou a introdução de açúcares diferentes daqueles encontrados em 
células de mamíferos podem produzir BMPs menos efetivas diminuindo sua 
ação biológica (Griffith et al., 1996). 
Em nossos estudos não houve aumento da proliferação dos fibroblastos 
tratados com BMP em relação às demais situações, provavelmente este evento 
está relacionado ao fato de que estas células fazem parte de uma linhagem 
primária de células pós-embrionárias oriundas de mucosa bucal humana 
(FMM1) que preserva as induções do seu tecido de origem podendo não 
responder à influência da proteína BMP no seu processo mitótico. 
Diferentemente, os osteoblastos utilizados por Sampath e colaboradores 
(1992) e Vukecevic e colaboradores (1990) são células já diferenciadas que 
podem responder positivamente (Furuya et al., 1999; Hay et al., 1999) ou 
negativamente (Rudkin et al., 1996; Valcourt et al., 1999) à influência da 
BMP na divisão celular. Este comportamento foi descrito por Schmalz (1994) 
que relatou menor sensibilidade de células primárias à ação de drogas em 
relação às linhagens permanentes. Eiskjaer e ArenHolt-Bindslev (1994) 
afirmaram que o tipo celular e parâmetros de toxicidade podem influenciar os 
dados obtidos nos estudos de toxicidade. 
É interessante notar ainda na Figura 4 que nas primeiras 24h e 48h as 
células na presença de colágeno e colágeno + BMP-HA apresentam-se em 
maior número que no grupo controle (p< 0,05; Análise de Variância e teste de 
Tukey). Isto pode ser explicado devido à capacidade do colágeno de induzir a 
adesão de células que são dependentes de ancoragem, como por exemplo, o 
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fibroblasto (Freshney, 1990). Essas células em suspensão não entram em 
divisão, e após a divisão só poderão sobreviver quando se ancorarem ao 
substrato, desta maneira, os tratamentos que favorecem a adesão celular 
permitem que as células entrem em divisão mais rapidamente o que explicaria 
o maior número de células nas primeiras 24h e 48h nos grupos experimentais 
contendo colágeno. Resultados semelhantes foram obtidos por Ruano (1998) e 
Miyagi e colaboradores (1999) quando testaram HA cerâmica sobre células da 
mesma linhagem. 
Estudos já mostraram que a forma da HA pode alterar a sua 
biocompatibilidade (Ruano et al., 1996; Sun et al., 1998, Ruano, 1998). 
Miyagi e colaboradores (1999) utilizaram em seu estudo HA em forma de 
cristais com arestas pontiagudas que dificultaram a adesão das células nas 48h 
após o plaqueamento. Isto também foi demonstrado por Ruano e 
colaboradores (1996) com fibroblastos embrionário e pulpar. Neste trabalho, 
embora tenhamos utilizado HA com morfologia irregular, o material utilizado 
apresenta-se na forma de cristais achatados sem ângulos vivos que pudessem 
alterar ou prejudicar a adesão celular (Figura 1b), diferente da HA 
OSTEOGEN® (Figura 1a) que apresenta arestas pontiagudas que podem 
retardar o processo de fixação dos fibroblastos. 
 
4.2) Determinação da citotoxicidade de BMP-HA 
Os ensaios realizados neste trabalho foram fundamentados na ISO 
10993-5 diferindo apenas quanto ao fato de termos utilizado a linhagem 
celular FMM1.   
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A citocompatibilidade de BMP-HA (1mg/ml) foi confirmada pela 
redução de azul de formazam e pela captação de vermelho neutro, onde 
verificamos que não há diferenças estatísticas significativas (p>0,05; Análise 
de Variância e teste de Tukey) entre os grupos experimentais testados (Figuras 
5 e 6). Estes testes comprovam os resultados obtidos no estudo da proliferação 
celular mostrando que a presença do material não interferiu no crescimento 
























Figura 5: Avaliação da citotoxicidade pela redução de MTT da BMP-HA em 
fibroblastos FMM1. Foram plaqueadas 1x104 células/poço sobre 1mg de 
material. Após 4 dias de exposição à BMP-HA as células foram tratadas com 
0,5 mg MTT/mL por 4h. O azul de formazan foi extraído em etanol PA e 
quantificado em A570. Os pontos experimentais representam a média de três 
experimentos independentes em triplicatas. As barras representam o desvio 





















Figura 6: Avaliação da citotoxicidade da BMP-HA em fibroblastos FMM1 
pela captação do vermelho neutro. Foram plaqueadas 1x104 células/poço sobre 
1 mg de material. Após 4 dias de exposição à BMP-HA as células foram 
tratadas com 50 µg VN/mL por 3h. O corante foi extraído com solução de 
etanol 50% e ácido acético 1% e quantificado em A540. Os pontos 
experimentais representam a média de três experimentos independentes em 
triplicatas. As barras representam o desvio padrão da média. 
 
Na Odontologia, o uso de materiais para diferentes fins como 
restaurações, substitutos de tecidos, selantes, substâncias adesivas, cimentos, 
entre outros são amplamente utilizados e necessários para um tratamento 
eficiente com resultados satisfatórios. O surgimento de novos materiais tem 
sido uma constante nas últimas décadas. Quando novas opções de materiais 
são desenvolvidas, a toxicidade, assim como suas propriedades físicas e 
químicas são questionadas (Yoshii, 1997). De maneira que a avaliação da 
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toxicidade de um material deve ser conhecida durante o processo de seu 
desenvolvimento e melhoramento para que se possam estabelecer relações 
entre a toxicidade e a estrutura do material (Yoshii, 1997). 
Testes de citotoxicidade como os ensaios com MTT e vermelho neutro 
são largamente utilizados para a análise de diversos materiais dentários 
(Schweikl & Schmalz, 1996; Yoshii, 1997; Ramires et al., 2001) com as mais 
diferentes estruturas e composições químicas. 
O ensaio de redução do MTT a azul de formazam pode ser empregado 
nos experimentos de proliferação (Orui et al., 2000) e sobrevivência celular 
com muita segurança devido a sua alta sensibilidade e relativa rapidez para 
estimar a citotoxicidade de uma droga (Borenfreund et al., 1988). É um 
método dependente do número de células viáveis presentes e da atividade 
mitocondrial de cada célula. Desta forma, a quantidade de células presentes é 
um fator limitante do processo (Denizot & Lang, 1986). 
A captação do vermelho neutro tem sido um teste muito empregado 
como método de avaliação de citotoxicidade pela sua simplicidade, 
sensibilidade, reprodutibilidade e baixo custo. Além disso, apresenta 
correlação positiva com dados “in vivo” (Borenfreund & Puener, 1984; 
Babich et al., 1993). É um método conveniente para a detecção de alterações 
específicas dos lisossomos. O vermelho neutro é um corante fracamente 
catiônico, difundindo-se rapidamente, através da membrana plasmática e 
concentrando-se nos lisossomos das células viáveis, ligando-se com os sítios 
aniônicos da matriz lisossomal (Nemes et al., 1979). Alterações da superfície 
celular ou da membrana lisossomal ocasionadas pela ação de xenobióticos 
resultam na diminuição da captação e ligação do corante, tornando possível 
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distinguir células viáveis de células lesadas ou mortas (Borenfreund & Puener, 
1984, 1985). 
As Figuras 7 e 8 mostram a viabilidade dos fibroblastos de gengiva 
humana frente ao material em suspensão no meio de cultura utilizando o 
índice de redução de MTT e de captação do vermelho neutro. Nos dois ensaios 
houve uma drástica queda de viabilidade quando foram tratados com altas 
concentrações de BMP-HA (10 e 50 mg/mL). Porém baixas concentrações 
(0,5 e 1,0 mg) de BMP-HA não provocaram efeito deletério sobre as células o 
que corroboram os relatos de Orui e colaboradores (2000). Eles analisaram o 
efeito de diferentes concentrações da rhBMP-2 (50 a 500 ng/mL) em cultura 
de células tumorais mensurando a redução do MTT. Seus resultados mostram 
que a rhBMP-2 não interferiu na proliferação e na viabilidade destas células 
corroborando nossos achados em baixas concentrações de BMP-HA. Este 
resultado é ainda mais importante quando considerarmos que, estes ensaios de 
viabilidade são rotineiramente realizados por curto período de tempo, de 2-
24h, enquanto que, em nossos testes consideramos um período mais longo 
(48h) de reação o que, confirmou a citocompatibilidade do complexo BMP-
HA. Destaque-se ainda que a dose clinicamente utilizada na odontologia está 
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Figura 7: Avaliação da citotoxicidade da BMP-HA sobre fibroblastos FMM1 
pela redução de MTT à azul de formazan. Foram plaqueadas 2x104 
células/poço subconfluentes após 48h quando foram tratadas com  diferentes 
concentrações de BMP-HA (0, 0,5, 1, 5, 10 e 50 mg/mL) por mais 48h.  Em 
seguida, as células foram tratadas com 0,5 mg MTT/mL por 4h. O azul de 
formazan foi extraído em etanol PA e quantificado em A570. Os pontos 
experimentais representam a média de três experimentos independentes em 
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 Figura 8: Avaliação da citotoxicidade do material BMP-HA em diferentes 
concentrações sobre fibroblastos FMM1 pela captação do vermelho neutro. 
Foram plaqueadas 2x104 células/poço subconfluentes após 48h, quando foram 
tratadas com  diferentes concentrações de BMP-HA (0, 0,5, 1, 5, 10 e 50 
mg/mL) por mais 48h.  Em seguida, as células foram tratadas com 50 µg 
VN/mL por 3h. A extração do corante foi feita com solução de etanol 50% e 
ácido acético 1% e lido em A(540). Os pontos experimentais representam a 
média de três experimentos independentes em triplicatas. As barras 
representam o desvio padrão da média. 
É conveniente ressaltar que durante a realização dos experimentos 
pudemos observar a alteração da cor do meio DMEM + 10 % de SFB dos 
poços que receberam altas concentrações de BMP-HA (10 e 50 mg/mL). O 
meio passava abruptamente de vermelho (pH 6,6) para alaranjado (pH 5,1) 
mostrando a alteração de pH. Levantamos, então, a hipótese de que uma 
possível alteração no pH pudesse ser o responsável pela menor viabilidade das 
células. Para testarmos esta possibilidade, condicionamos o material em meio 
de cultura + 10% de SFB por 48 h sendo que durante este período foram 
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realizadas duas trocas do meio, minimizando a alteração de pH permanecendo 
em torno de 6,2. Em seguida, o material foi utilizado para o ensaio de 
citotoxicidade avaliando a redução do MTT e a captação de vermelho neutro. 
Os resultados obtidos mostram que, de um modo geral, não houve alteração no 
perfil das curvas de viabilidade celular. Altas concentrações de BMP-HA, 
mesmo após a pré-incubação em DMEM + 10% SFB promoveram queda na 
viabilidade das células. Este efeito foi demonstrado através da menor redução 
do MTT (Figura 9). A captação do vermelho neutro por fibroblastos FMM1 
em presença do material com e sem condicionamento em meio DMEM +10% 
de SFB, foi significativamente menor na presença de BMP-HA (Figura 10). 
Em conjunto, estes resultados indicam que a alteração do pH do meio na 
presença de 10-50 mg/mL de BMP-HA não é o único responsável pela menor 
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Figura 09: Avaliação da citotoxicidade pela redução de MTT do material 
BMP-HA sobre fibroblastos FMM1 em diferentes concentrações após a 
estabilização do pH do meio de cultura pela redução de MTT. Foram 
plaqueadas 2x104 células/poço subconfluentes após 48h quando foram tratadas 
com  diferentes concentrações de BMP-HA (0, 10 e 50 mg/mL) por mais 48h.  
Em seguida, as células foram tratadas com 0,5 mg MTT/mL por 4h. O azul de 
formazan foi extraído em etanol PA e quantificado em A570. Os pontos 
experimentais representam a média de três experimentos independentes em 
triplicatas. As barras representam o desvio padrão da média. * Diferenças 
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Figura 10: Avaliação da citotoxicidade, pela captação do vermelho, do 
material BMP-HA sobre fibroblastos FMM1 em diferentes concentrações após 
a estabilização do pH do meio de cultura. Foram plaqueadas 2x104 
células/poço subconfluentes após 48h, quando foram tratadas com  diferentes 
concentrações de BMP-HA (0, 10 e 50 mg/mL) por mais 48h.  Em seguida, as 
células foram tratadas com 50 µg VN/mL por 3h. A extração do corante foi 
feita com solução de etanol 50% e ácido acético 1% e lido em A(540). Os 
pontos experimentais representam a média de três experimentos independentes 
em triplicatas. As barras representam o desvio padrão.* Diferenças estatísticas 
significativas (p< 0,05; Análise de Variância e teste de Tukey). 
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A alteração na coloração do meio de cultura DMEM acrescido de 10% 
de SFB após a incubação com a BMP-HA pode ter ocorrido, ainda, por conta 
de uma das características físico-química mais interessantes da HA, sua 
capacidade de adsorver proteínas. Como apresentado na introdução, a HA é 
utilizada para purificação de proteínas devido a essa propriedade e, dentre as 
proteínas que a ela se adsorvem, temos as BMPs (Deutscher, 1990). Desta 
forma, é possível, também, que proteínas do SFB presentes no meio de 
cultura, tenham se adsorvido ao carreador da BMP. Isto limitaria a 
disponibilidade de fatores de crescimento no meio, alterando a viabilidade 
celular. Buscando avaliar esta possibilidade, determinamos a concentração de 
proteína (Método do Biureto) no meio de cultura suplementado com 10% SFB 
antes e após o condicionamento por 24h, a 37°C, com 1,0 e 10 mg de BMP-
HA. A Figura 11 mostra que nas situações controle e com 1 mg de material as 
proteínas do meio não se adsorveram à HA já que a quantidade de proteínas 
nas duas situações é praticamente a mesma (p>0,05; Análise de Variância e 
teste de Tukey). No entanto, na concentração de 10 mg de BMP-HA a 
diferença entre esta condição e a condição controle é significativa (p<0,05; 
Análise de Variância e teste de Tukey). Possivelmente, as proteínas do meio 
de cultura estavam sendo adsorvidas pela HA interferindo na viabilidade da 






















Figura 11: Quantificação da concentração de proteínas pelo método Biureto 
em meio 10 % SFB com ou sem BMP-HA. Os pontos experimentais 
representam a média de três experimentos independentes em triplicatas. As 
barras representam o desvio padrão. * Diferenças estatísticas significativas (p< 
0,05; Análise de Variância e teste de Tukey). 
A queda na viabilidade dos fibroblastos quando tratados com meio 
DMEM contendo material em suspensão talvez possa ser explicada, ainda, por 
influências físicas e mecânicas (Evans et al., 1991; Sun et al., 1998 Miyagi et 
al., 1999). Nas concentrações de 10 e 50 mg/mL ocorreu o total recobrimento 
e envolvimento das células pelas partículas do material. Isto poderia interferir 
com a difusão de nutrientes do meio para as células também do MTT e 
vermelho neutro, ocasionando um resultado falso negativo. Poderia ainda 
ocorrer a remoção mecânica das células durante o procedimento de aspiração 
do meio e lavagem das células com PBS-A, apesar do extremo cuidado 
durante os procedimentos.  
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Assim, as altas concentrações do biomaterial em nosso modelo de 
estudo, proporcionaram uma diminuição na viabilidade celular. Entretanto, 
baixas concentrações de BMP-HA (0,5 e 1,0 mg) não mostraram nenhum 
traço de morte celular em todos os testes realizados, confirmando a total 
citocompatibilidade do material em questão, conforme as Figuras 4-6. Vale 
enfatizar que na clínica odontológica a quantidade de material utilizada nos 
procedimentos cirúrgicos é bastante pequena raramente chegando a 10 mg/ml. 
O elevado volume deste material poderia causar uma densa compactação 
atrapalhando os processo de migração celular fenômeno essencial para que 
ocorra a neo-formação tecidual. Desta maneira, este biomaterial disponível 
comercialmente como Gen-Pro não apresenta efeito citotóxico em baixas 
concentrações corroborando os resultados obtidos no estudo  da proliferação 
celular. 
4.3) Análise morfológica por MEV de fibroblastos FMM1  
Em nossos estudos, observamos por MEV a morfologia do fibroblasto 
FMM1 em interação com o material BMP-HA. As células foram cultivadas 
em 1 mg de BMP-HA, em 1 ml de colágeno do tipo I e sobre lamínulas 
(controle) onde foram analisadas em diferentes períodos de cultura.  
A análise das micrografias eletrônica de varredura permitiu verificar 
como os fibroblastos se fixam evidenciando o lançamento de prolongamentos 
do citoplasma celular além da morfologia alongada, parâmetros que estão 
retratados na Figura 12. Durante os 3 primeiros dias de cultura as células 
proliferaram exibindo uma morfologia estrelada com células lançando muitos 
prolongamentos permitindo o espalhamento do citoplasma (Figuras 12a e 
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12b). Durante este período, o fibroblasto FMM1 apresentou morfologia 
semelhante nas 3 condições analisadas, as células se fixaram, expandiram seu 
citoplasma e proliferaram exibindo formas que variaram do alongado ao 
poligonal. As Figuras 12c e 12d mostram que a presença do material não 
interferiu no lançamento dos prolongamentos celulares e que não houve 
prejuízo para o contato físico entre as células, fenômeno essencial para a 
proliferação e para a coordenação de diferenciadas funções celulares. Rudkin e 
colaboradores (1996) relataram que a intercomunicação celular dos 
osteoblastos MC3T3-E1 foi prejudicada quando expostos à BMP-2rh o que 
ocasionou uma alteração na proliferação desta linhagem, diferente do ocorrido 
com os fibroblastos FMM1 utilizados em nossos estudos em que a presença do 
material BMP-HA não interferiu no contato intercelular e consequentemente a 
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Figura 12: Micrografias de microscopia eletrônica de varredura de 
fibroblastos FMM1 com 3 dias de cultura. (a) Células FMM1 semeadas em 
lamínula (Controle). (b) Células FMM1 + colágeno tipo I. (c) e (d) Células 
FMM1 + colágeno tipo I + BMP-HA. Notar a emissão de prolongamentos e 
espalhamento do citoplasma celular em todas as condições analisadas. Em (c) 
e (d) a presença de BMP-HA não interfere no contato e no processo de fixação 
das células. 
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Na Figura 13c observa-se que as partículas do material não estavam 
ainda completamente envolvidas pelo citoplasma das células evidenciando a 
formação de uma monocamada de células ao atingir a subconfluência com 7 
dias de cultura. A presença de partículas do material entre as células não 
impediu que estas se proliferassem, a Figura 13d mostra a interação célula-
material indicando que a BMP-HA não foi um empecilho para o processo de 
proliferação dos fibroblastos, ou seja, o ciclo celular não foi alterado conforme 
indicam os resultados obtidos na Figura 4.  
Com 10 dias de cultura notam-se diferenças na morfologia das células, 
nas Figuras 14a e 14b observa-se um “tapete” homogêneo de células 
caracterizando a monocamada desenvolvida em superfícies lisas (Lincks et al., 
1998). Já as células cultivadas sobre o material BMP-HA apresentam uma 
morfologia bastante diferente das demais condições. Nas Figuras 14c e 14d é 
possível observar a formação de multicamadas com a sobreposição de células 
ocasionando no total envolvimento do material pelos fibroblastos (Figuras 
14c-d e Figuras 15a-c). Estes resultados confirmam os achados no estudo da 
proliferação celular, não houve diferença significativa na densidade celular 
quando os fibroblastos foram tratados com BMP-HA, no entanto, a disposição 
das células no substrato é diferente. Na Figura 14a a proliferação celular forma 
uma monocamada indicando que as células crescem achatadas, enquanto que, 
na presença do material os fibroblastos envolvem as partículas, agregando-se e 
aderindo-se totalmente ao complexo BMP-HA dando o aspecto granular 
observado na Figura 14c. Este comportamento pode ter sido causado pela 
estrutura física da HA empregada neste complexo, como já discutido 
anteriormente, a irregularidade apresentada pela HA não foi um empecilho 
para o desenvolvimento das células, já que esta é formada por partículas 
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achatadas (Figura 1b) o que não interfere no processo de fixação e 
proliferação das células. Há que se destacar a importância desta característica 
física da BMP-HA na clínica odontológica, já que esta disposição das 
partículas do material gera diferentes planos de organização formando espaços 
por entre os quais as células conseguem emitir seus prolongamentos e fazer 
contatos com muitas células vizinhas (Fig.14d). É sabido que estes tipos de 
contatos são fundamentais para que haja o processo de proliferação e 
desenvolvimento celular a partir dos quais uma lesão pode ser reparada 
(Rudkin et al., 1996). 
  (a)           (b)  
  (c)          (d)   
Figura 13: Micrografias de fibroblastos FMM1 com 7 dias de cultura. 
(a) Células FMM1 semeadas em lamínula-controle. (b) Células FMM1 + 
colágeno tipo I. (c) e (d) Monocamada de células FMM1 + colágeno tipo I + 
BMP-HA, onde se observa a interação dos fibroblastos com o material.  
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(a)                                                                   (b) 
  
 
(c)                                                                   (d) 
  
Figura 14: Micrografias de microscopia eletrônica de varredura de 
fibroblastos FMM1 com 10 dias de cultura. (a) Células FMM1 semeadas em 
lamínula - controle. (b) Células FMM1 + colágeno tipo I. (c) e (d) Células 
FMM1 + colágeno tipo I + BMP-HA. Em (d) é possível observar o 
lançamento de prolongamentos citoplasmáticos através dos espaços originados 
da disposição célula-material.  
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O sucesso de implantes dentários e ortopédicos é dependente da 
estabilidade da união entre o osso e a superfície do implante. Esta associação 
deve ser estrutural e funcional caracterizando a osteointegração. O 
estabelecimento e a manutenção da osteointegração, por sua vez é dependente 
do remodelamento, do reparo e da cicatrização do tecido ósseo. A resposta do 
tecido ao implante envolve fatores físicos e químicos relacionados com a 
composição e a estrutura do material, depende também do desenho do 
implante assim como da topografia de sua superfície (Rudkin et al., 1996; 
Lincks et al., 1998; Du et al., 1998; Ramires et al., 2001). 
Para melhorar a fixação do implante ao osso, muitas estratégias têm 
sido desenvolvidas focando a atenção na superfície dos materiais. Muitos 
estudos têm mostrado que a morfologia do material tem significativa 
influência na fixação do material ao osso e que as superfícies com rugosidades 
têm melhor aceitação por células como osteoblastos, pois estas apresentaram 
fixação pós-semeadura mais rápida do que em superfícies uniformes (Martin 
et al., 1995; Lincks et al., 1998; Ramires et al., 2001).  
 Nas Figuras 14c-d e 15a-c células expostas ao material ao atingir a 
confluência total mostram intensa sobreposição com formas poligonais com 
extensas projeções do citoplasma possibilitando uma ligação integral entre os 
fibroblastos e o material. Possivelmente, o estabelecimento desta conexão 
permita às células responderem diferentemente em superfícies lisas (Fig. 14a-
b) e com rugosidades (Fig. 14c-d) como mostrado por diversos autores quando 
analisaram o comportamento de osteoblastos em diferentes tipos de materiais 
(Du et al., 1998, Lincks et al., 1998, Ramires et al., 2001). Assim, a diferença 
na resposta do fibroblasto FMM1 pode ser devido à superfície rugosa 
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promovida pela presença do material, já que, o colágeno empregado fixa as 
partículas do material à lamínula. Para que as células possam se proliferar, 
estas assumem diferentes formas para se adaptarem à topografia do substrato e 
assim prepararem-se para desempenhar o seu papel biológico.  
Desta maneira, a superfície dos materiais utilizados com os propósitos 
mencionados tem sofrido muitas modificações por diferentes técnicas com a 
finalidade de se obter uma união cada vez mais efetiva entre o implante e o 
osso. Dentre os materiais utilizados em implantes, a hidroxiapatita é um dos 
mais pesquisados e que conseqüentemente tem apresentado maior 
desenvolvimento e melhora devido à sua efetiva capacidade de estabelecer 
ligações com tecidos “in vivo”, além de promover rápida fixação e 
crescimento celular “in vitro” (De Lange et al., 1990; Faucheux et al., 1994; 
Ruano et al., 2000) o que pode ser observado neste trabalho, onde a 
hidroxiapatita não prejudicou o crescimento celular. 
O aprofundamento do estudo do comportamento destas células 
expostas ao complexo BMP-HA é de grande valia e muito interessante, pois a 
partir destes resultados torna-se relevante a análise de um provável processo 
de diferenciação celular estimulado por este biomaterial, já que este se 
mostrou citocompatível. Assim, estudos sobre a secreção de matriz 
extracelular, detecção de proteínas indicadoras de osteodiferenciação como 
osteocalcina e sialoproteína e a quantificação da secreção da enzima fosfatase 
alcalina são essenciais para um maior conhecimento e também melhoramento 










Figura 15: Micrografias de microscopia eletrônica de varredura de 
fibroblastos FMM1 com 10 dias de cultura. (a), (b) e (c) Células FMM1 + 
colágeno tipo I + BMP-HA. 
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5 – CONCLUSÕES 
• A linhagem celular de fibroblastos FMM1 não sofreu interferência no 
seu processo mitótico em presença do material na concentração de 
1mg/mL de BMP-HA;  
• Fibroblastos FMM1 exibiram excelente fixação quando tratados com 
colágeno tipo I auxiliando as células neste processo quando estas foram 
expostas ao material fixado com colágeno; 
• O material mostrou-se totalmente biocompatível, não exibindo efeito 
citotóxico nas concentrações de 1 mg/mL de BMP-HA nos testes 
realizados. 
• Fibroblastos FMM1 nos primeiros dias de cultura têm comportamento 
semelhante nas 3 condições analisadas, porém após atingirem a total 
confluência respondem diferentemente quando expostos ao complexo 
BMP-HA. Formam multicamadas de células que envolvem 
completamente as partículas de material sem que haja 
comprometimento em seu processo de crescimento.  
 
 54 
6 - PERSPECTIVAS FUTURAS 
A realização deste trabalho apresentou novas perspectivas de estudo 
neste campo dos biomateriais. É primeira vez que um produto de alta 
tecnologia é desenvolvido no país e outros estudo precisam, ainda, ser 
conduzidos para um adequada compreensão dos eventos biológicos e 
moleculares envolvidos na resposta a proteínas morfogenética. De imediato 
seria interessante avaliar: 
• A resposta de osteoblastos humanos, de linhagem e cultura 
primária, a este material; 
• A mineralização biológica induzida pelo material através de 
imunomarcadores e produção de nódulos de calcificação; 
• As diferenças, se houver, entre e o presente material e BMP 
recombinantes humanas ; 
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